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1. Bevezetés

A fiil gyulladdsos megbetegedései a gyakori korképek kozé sorolhatok. Kutatdsunk
fokuszaba a kiils6- és kozépfiil gyulladasos folyamatait helyeztiikk. Munkank soran két klinikai
entitast, az OME-t (otitis media with effusion) és a hallojarat gyulladasban fontos szerepet
jatszo Candida auris ampfotericin B (AMB) iranti in vitro érzékenységét vizsgaltuk.

Az OME a koz€pfiil olyan koéros allapota, amelyet folyadékgyiilem jellemez, mikézben
akut gyulladas jelei és tiinetei nem figyelhetdk meg (Rosenfeld és mtsai., 2004). Az OME
eléfordulasa az élet elsé hat évében eléri a 90% -ot (Tos és mtsai., 1972, 1979). Az OME-t
kisérd tartos vezetéses hallaskarosodés kovetkeztében romlik a beszéd- és szocialis készségek
fejlodése és az életmindség. Az OME-ben szenvedd betegek ellatasanak pénziigyi terhei szintén
jelentdsek (Shekelle és mtsai., 2002). Azoknal a betegeknél, akiknél a MEE (middle ear
effusion) hosszabb ideig fennall, a betegség jelent6s hallaskarosodast vagy szerkezeti
valtozasokat okoz a kozépfiilben. A kiilonb6z0 esetek patofiziologidja kozaotti kiilonbségek még
mindig nem teljesen tisztazottak, azonban a baktériumok jelenléte feltételezhetéen fontos
szerepet jatszik a folyamatban. A MALDI-TOF MS bevezetésre keriilt a rutin mikrobiologiai
diagnosztikaba, ami lehetové tette a klinikai mintak, példaul az MEE vizsgalatat tobb ezer
baktériumra egyidejiileg, nagy érzékenységgel. Munkank egyik részének célja az volt, hogy
bizonyitsa a koncepciot a MALDI-TOF MS alkalmazhatésagara a gyermekkorban
leggyakrabban  hallasromlashoz  vezeté  perzisztens MEE  baktériumtartalmanak
meghatarozasaban, valamint betekintést nyujtson a baktériumflora spektrumaba OME-ben
szenvedd gyermekek esetében.

Munkank masik fokuszaban az Gjonnan megjelent C. auris altal okozott fertézések,
illetve a kérokozo ismert gombaellenes szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata allt. A
Candida auris egy vilagszerte megjelend opportunista élesztégomba, amely nemcsak feliileti,
hanem életveszélyes szervi €s szisztémas fertdézéseket okoz a kritikus allapotu betegek korében
(Osei 2018., Lockhart és mtsai., 2017). A C. auris mind in vitro, mind in vivo képes nagy
aggregatumok létrehozasara, ami Osszefliggésbe hozhato kivald talélési képességével
kiilonbozé kornyezeti koriilmények kozott, beleértve a gombaellenes szerek jelenlétét is
(Kovacs és mtsai., 2021). A flukonazol és kisebb mértékben az uj triazolok (pl. pozakonazol,
izavukonazol) MIC-értékei gyakran magasak (Escandon és mtsai., 2019, Chowdhary és mtsai.,
2020, Montoya és mtsai., 2019). Jelenleg az echinocandinok (anidulafungin, kaszpofungin és
mikafungin) az ajanlott gyogyszerek az invaziv C. auris fert6zés kezelésére két honapos és

iddsebb betegeknél (CDC, 2023). Mindemellett azoknal a betegeknél, akik nem reagalnak az
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echinocandin-terapiara kezdeti kezelésként liposzomas vagy hagyomanyos AMB-re vald
attérés javasolt. Rdadasul az echinocandinok rosszul hatolnak be a kdzponti idegrendszerbe, a
szembe vagy a hugyutakba, igy agyhartyagyulladas, endophthalmitis ¢és hugyuti fertézések
esetén még mindig az AMB az els6 terapias valasztas (Carolus és mtsai., 2020).

Eddig csak limitaltan alltak rendelkezésre adatok az AMB in vitro 6lési aktivitasarol a
kiilonbozé C. auris kladok ellen, ezért meghataroztuk az AMB 0lési aktivitasat a négy

legelterjedtebb kladba tartozo C. auris izolatumokkal szemben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Otitis externa attekintése

Az otitis externa az emberek 10%-at érinti élete soran. Id6beni lefolyasa alapjan akut
vagy kronikus, lokalizacidja és kiterjedése alapjan diffuz vagy koriilirt formaban jelentkezhet.
A kiils6fiil gyulladasanak hatterében gyakran fordul el6 olyan koriilmény, ami a kiilsé halldjarat
borének integritasat kikezdi. A rendszeres uszas, paras kornyezeti koriilmények, sziik
hallgjarati anatodmiai viszonyok, a hallgjarat bér ekcémdja, hallokésziilék hasznalat és
mechanikai sériilések a betegség kialakulasanak esélyét novelik. Kiilondsen érintett populécio

az immundeprimalt, illetve a diabéteszes betegek csoportja (Hajioff és Mackeith, 2008).

2.1.1. Patofizioldgia

A hall6jérat borrel bélelt, kb. 2,5 cm-es cs6, melyet a medialis oldalon a dobhartya zar
le. A lateralis 1/3-a porcos, melynek hamjaban faggyu és cerumentermelé mirigyek, valamint
szOrtiiszOk talalhatok. A hallojarat medialis kétharmada csontos tdmasztékkal rendelkezik, és
az igen vékony bdr alatt csak jelzetten taldlhaté meg kotdszovet, igy csaknem kozvetleniil a
csonthartyara fekszik. A mirigyek vékony cerumenréteget termelnek, amely védelmet nyujt
mérsékelten antimikrobidlis lizozim tartalma révén. A cerumen pH-értéke 6,9, ami szintén
gatolja a mikrobialis novekedést. A cerumen elégtelen termelése hajlamosit a fertézésekre. A
hallojarat Ontisztulasa a lateralis epithelialis migratioval valosul meg, de ez a folyamat az

oregedéssel csokken (Beers és Abramo, 2004).



2.1.2. Mikrobiologia

A 19. szazad jelent6s elérelépést hozott az orvostudomanyban, beleértve a flilészeti
szakteriilet fejlodését. Az otoszkép Hermann von Helmholtz 4ltali kifejlesztése az 1800-as
években jelentds fejlemény volt, amely lehetdvé tette a hallojarat és a dobhartya részletesebb
vizsgalatat. Az otitis externa elészor 1844-ben keriilt leirasra Mayer altal. Akkor még csak
gombafertdzéshez kototték a megbetegedést egészen a masodik vilaghdboruig, amikor sok
amerikai katona szenvedett halldjarat gyulladasban, és a nagy prevalencia miatt (1jbol goércso
ala vették a megbetegedést (Martinez Devesa és mtsai., 2003). Az egészséges fiil normal
florajaban megtalalhatjuk a S. epidermidist, a kiilonb6z6 Corynebacterium és alfa-hemolizalo
Streptococcus fajokat. Huzamosan nedvességnek kitett halldjarat vagy trauma esetén a
hallgjarat normal floraja is okozhat otitis externat. Az otitis externa esetek tobb mint 90%-at
baktériumok okozzak, leggyakrabban a Pseudomonas aeruginosa (22-62%) ¢és a
Staphylococcus aureus (11-34%). Gyakori a polimikrobas fert6zés. A gombak az akut otitis
externa ritkabb okai (10%) és inkabb a kronikus formakban fordulnak elé. Jellemzé korokozok
az Aspergillus (60-90%) és a Candida fajok (10-40%). A gombas otitis externa hajlamositd
tényez6i kozé tartozik a hossza tavu antibiotikum-haszndlat, az immunszuppresszié és a
cukorbetegség (Wiegand és mitsai., 2019). Gyermekpopulacioban a halldjarat gombas
megbetegedése eléfordulasa ritkabb. A izolatumok minddssze 2%-aban talaltak Aspergillus,
valamint Candida fajokat (Beers és Abramo, 2004). A herpeszvirus és a varicella zoster virus

szintén okozhat otitis externat.



2.1.3 Diagno6zis

Az otitis externa acuta prodromalis szakasza altalaban néhany naptol egy hétig tart.
Kezdetben csekély mennyiségli, szagtalan valadék jellemzi, valamint enyhe viszketés, amihez
mérsékelt borpir tarsul. A betegség tovabbi progresszioja soran az erythema fokozodik, és
0déma tarsul hozza, serosus majd seropurulens valadék jelenik meg, és tragus
nyomasérzékenny¢ valik. A sulyos otitis externa acuta esetében a hallgjarat csaknem teljesen
elzarodik (1. abra), és a hallascsokkenés is megjelenhet panaszként (Agius és mtsai., 1992) . A

diagnozis felallitdsahoz sziikséges a koreldzmény, a fizikalis statusz megitélése, illetve a pontos

terapia meghatarozasahoz mikrobiologiai tenyésztés.

1. abra. Az akut otitis externa klinikai képe. A. abra: Otitis externa otoszkopos vizsgalati képe a hallojarati valadék
eltavolitasat kovetden. B. abra: Akut otitis externa otoszkopos vizsgalati képe markans hallojarati 6démaval

(Schaefer és Baugh, 2012)

2.1.4 Terapia

A kezelés kozéppontjaban a pH savas irdnyba torténd eltoldsa és a lehetséges korokozok
elleni antimikrobialis kezelés elsGsorban lokalis alkalmazasa all. Leggyakrabban ecetsav
tartalmt oldatot vagy kendcsot alkalmazunk a betegség enyhe, kezdeti formajaban, ami
elegendd lehet a tovabbi progresszi6 megeldzésére. Huzamos hasznalat vagy egyéni
érzékenység esetén a betegek borét ez a keverék irritalhatja. Gombas fert6zés gyanuja esetén,
az évtizedek alatt felgyiilemlett tapasztalatok alapjan Castellani oldatos ecsetelés lehet a
megfeleld kezelési lehetség. Napjainkban az otitis externa olyan eseteiben, amikor a hallojarat
még nincs teljes mértékben besziikiilve és bakteridlis fertdzést gyanitunk a hattérben fiilcseppet
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(ciprofloxacin + fluocinolon-acetonid) alkalmazunk. Besziikiilt hallojarat esetén gézcsikkal
érdemes a halldjaratba juttatni a terapias szereket. A gézcsikot 1-2 naponta sziikséges cserélni
(Schaefer és Baugh, 2012). Az akut otitis externak 10%-a gombas eredetii. Az ilyen fertézések
az antibakterialis kezelésre nem, vagy csak mérsékelten reagalnak. A nem szovédményes
gombas fertdzések altalaban fehéres gyapotszerli szalakkal (pl. Candida) jelentkeznek, a szalak
mellett kis fekete vagy fehér gombocskék figyelhetéek meg otomikroszkopos vizsgalat soran
pl. Aspergillus fert6zés esetén. Az otitis externa dobhartya-erythemat okozhat, ami a
kozépfilgyulladas tlinete is lehet. Pneumatikus otoscopia vagy tympanometria segitségével
megkiilonboztethetd a két korkép egymastol. Kozépfiilgyulladasban a dobhartya mobilitasa
korlatozott vagy megsziinik. Az otomycosis klasszikusan viszketéssel, boséges tormelékes
halléjarati valadékkal, valamint a lokalis antibakteridlis szerek hatasanak elmaradaséval jar. Az
otomycosis néha azonosithatd otoszkdpia sordn (2. abra) (Schaefer és Baugh, 2012). Nem
patogén szaprofita gombak is okozhatnak hallojaratgyulladast. Candida altal okozott
fiillgyulladas (2.A abra). Megfigyelhetok a jellegzetes fehér gombdas elemek a tormelékben.
Aspergillus altal okozott fiilgyulladas esetén a tormelékben a jellegzetes sziirke-fekete gombas
elemek lathatok (2. B. dbra). Gyakoriak a kevert bakterialis és gombas fertézések bakterialis
akut hallgjaratgyulladas nem megfelelé kezelése esetén. A legtobb gombas fert6zés enyhe és
kezelhetd a mar fentebb emlitett oldatokkal, de amennyiben ez nem elegendd tolnaftat vagy

Klotrimazol alkalmazasa is sziikséges lehet.



2. abra: Gomba altal okozott otitis externa megjelenési formai. Candida altal okozott fiillgyulladas (A). Aspergillus
altal okozott fiilgyulladas (B).

2.1.5 Candida auris

A Candida auris-t, 0j fajként leirva 2009-ben, egy 70 éves Japan nobeteg kiilsé fiil
valadékabdl izolaltak (Satoh és mtsai., 2009). A C. auris egy egyre gyakrabban izolalhato
multirezisztens élesztdgomba, amellyel szemben bizonyos klinikai helyzetekben, mint
meningitis, endophthalmitis és hugyuti fertézések esetén még mindig az AMB az elsé terapias
valasztas. A C. auris mint opportunista korokozo vilagszerte izolalhatd, amely kolonizalhatja a
bort és a nyalkahartyat, illetve kritikus allapoti betegeknél életet veszélyeztetd fertézéseket
okozhat (Borman és mtsai., 2016; Szekely és mtsai., 2019; Forgacs és mtsai., 2020; Kovacs és
mtsai., 2021). Teljes genom szekvenalassal hat filogenetikailag elkiiloniil6 kladot (dél-azsiai,
kelet-azsiai, dél-afrikai, dél-amerikai, irani és szingapuri) azonositottak, jelentds genetikai
kiilonbségekkel a kladok kozott (Lockhart és mtsai., 2017; Chow és mtsai., 2019; Suphavilai
és mtsai., 2024). A C. auris a WHO altal a kdzelmultban kdzolt lista alapjan napjaink els6dleges
fontossagu korokozojanak szamit a C. albicans, a C. neoformans és az A. fumigatus mellett
(WHO, 2022).

Korabbi tanulmanyok Galleria mellonella és neutropénias egérmodellekben kimutattak,
hogy a C. auris kladok virulencidjukban kiilonboznek egymastol. A C. auris in vitro és in vivo
is képes nagy aggregatumokat képezni; a dél-afrikai kladhoz tartozo izolatumok 84%-ka
fiziologias oldatban spontan nagy aggregatumokat képez és Galleria mellonella modellben

kevésbé virulens mint a nem aggregald dél-kelet 4zsiai izolatumok (Borman és mtsai., 2016;
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Szekely és mitsai., 2019; Forgacs és mtsai., 2020; Kovacs és mtsai., 2021). In vitro adatok
alapjan az USA-ban izolalt torzsek 90%-ka rezisztens FLU, 30%-ka AMB és 0,5%-ka az
echinocandinok irant (CDC, 2023).

2.2. Az otitis media attekintése

A kozépfiilgyulladasok a leggyakoribb fiil-orr-gégészeti korképek kozé tartoznak.
Fennallasuk id6étartama és korlefolyasuk alapjan két nagy csoportjuk az akut és a kronikus
formak kiilonithetok el. Az akut kozépfilgyulladasok gyakran visszatérévé valhatnak, vagy
kronikus gyulladdsba mehetnek at. A gyulladdsok tobb, a tiinetek alapjan jol elkiilonithetd
stadiumon at zajlanak. A stadiumokat a szakirodalom sajat elnevezéssel illeti. A resolutio
barmely stadiumban bekovetkezhet. Ezt az etiologia, a beteg altalanos és immunologiai
allapota, valamint az alkalmazott terapia befolydsolja. Progndzis szempontjabdl a kimenetel
masik lehetséges iranya a kronikus formaba torténd dtmenet. A kronikus kozépfiilgyulladasokat
két f6 csoportra osztja a szakirodalom. Ezek a gyulladasos folyamatok lefolyasuk sordn szintén
stddiumokon at fejlédnek és az akut gyulladdsoknal emlitett tényezdk altal befolyasolva allnak
meg az egyes stadiumokban vagy érik el a végsé allapotot egyikét a kronikus mesotympanalis,
vagy a kronikus cholesteatomas otitis mediat. Amennyiben az akut vagy kronikus gyulladasos
folyamat a szervezet védekezOképességének hianya, anatomiai vagy genetikai hajlam vagy a
kezelés elégtelensége vagy ezek kombinacidja miatt tullép a kozépfiil hatarain, szovédményes
kozépfiilgyulladas alakulhat ki. A sz6vodmények, maradhatnak a koponyatiron kiviil, ilyenkor
extrakranialis szovodményrdl beszéliink. A koponyalirbe terjed6 gyulladasokat intrakranialis
szovédménynek nevezziik (3. abra). Kutatasunk soran olyan betegeket vizsgaltunk, akiknél a
kronikus gyulladas lefolyasa soran a folyamat megall a kronikus serosus otitis media
allapotanal. Ezt az allapotot a szakirodalom kronikus serosus otitis media (cCSOM) névvel illeti,
de megtalalhatd mas elnevezése is, mint a glue ear vagy az otitis media with effusion (OME).
Ezen korallapot kertil itt részletesen leirasra, de a megértéshez sziikséges az otitis media acuta

ismerete is.



Otitis media
catarrhalis acuta simplex |

Otitis media ]
catarrhalis acuta serosa

Otitis media Otitis media
catarrhalis chronica suppurativa acuta

i T

e,

3. abra Az otitisek kialakulasadnak folyamata és egymashoz vald viszonyuk (klinikai szemléletii csoportositas).
Sarga: akut kozépfiili gyulladasos folyamatok, zold: kronikus kozépfiili gyulladasos folyamatok cholesteatoma
nélkiil, kék: kronikus kozépfiili gyulladasos folyamatok koleszteatoma kialakulasaval, piros: kozépfiili

gyulladasok szovédményes esetei (Forras: A szerz0 sajat szerkesztése)

2.2.1. Otitis media acuta

Az otitis media acuta catarrhalis formaban kezdddik. Ilyenkor a kozépfiilben serosus
valadék halmozddik fel, ami konnyen feliilfert6zddik patogén baktériumokkal és atalakul otitis
media suppurativa acutava, aminek az otoscopos képe a 4. abran lathatd. A diagnosztikaja egy
részrdl a tiineteken alapul: fiilfajdalom, hallascsokkenés, fiilfolyas, 14z. A dobhartya statusz
megitélése a masik része diagnozis felallitdsdnak: hyperaemids, kidomborodd dobhartya,
elérehaladottabb esetben akér perforacioval, melyen keresztiil genny iiriilhet. Tiinetként a

kozépfili folyadékgyiilem jelenléte miatt megjelenik a hallascsokkenés.



4. abra: Otitis media otoscopos képe. Szamos megjelenési formaja van a dobhartyanak kozépfiilgyulladas
esetében annak fiiggvényében, hogy milyen stadiumu. Az abra a kifejlédott otitis media suppurativat mutatja. Ez

az allapot a spontan perforaciohoz kozel all. Forras:(Lieberthal és mtsai., 2013).

Kezelése, mivel tilnyomorészt bakterialis eredeti, elsdsorban az antibiotikus terapia.
Kezdetekben, az antibiotikus hatas kifejlodéséig a fajdalmat a kezelés nem csokkenti, igy az

otalgia kezelésére fajdalomcsillapitd hasznalata is javallott (Burke és mtsai., 1991).

2.2.2. Otitis media effusioval

Az otitis media effusioval (OME) a kozépfiili folyadékgyiilem (MEE) gyulladasos jelek
megléte nélkiil (Rosenfeld és mtsai., 2004). Ez az allapot akkor alakul ki, ha az acut folyamat
resolutioja nem teljes és a flilkiirt nem tudja ellatni sem a kdzépfiil iiregrendszerének szell6zését
(ventillaciojat), sem a folyamatos tisztulasat (clearace-ét).

A korkép incidencidja az elsd 6 életévben eléri a 90%-ot, hat honapos és 4 éves kor
kozotti csucesal. Az OME incidencidja magasabb az alacsonyabb szociodkondmiai statuszban
1év6 gyermekek esetében. A betegség a kdzépfiili folyadékgyiilem miatt hallascsokkenéssel jar,
ez a tiinet a betegek 5-10%-ban perzisztal, és a kovetkezményeként kialakuld halldscsokkenés
miatt beszédfejlédési rendellenességekhez is vezethet. Mivel a korkép sok gyermeket érint,
gazdaséagilag is jelentOs terhet 16 az orszdgokra. Az USA-ban évenként nagyjabdl 2,2 millié
korhazi megjelenés torténik OME miatt, melynek az anyagi vonzata 4 milliard dollar (Shekelle
¢és mtsai., 2002).
fontosak, hiszen igy a dobiireg szellézése csokken. Ezt kdvetden a gyulladdsos sejtek

aktivalodasa valtja ki a kozépfiili nyalkahartya ereinek permabilitas fokozodasat.
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Gyermekekben a Waldeyer gyiirii alkotoinak a mérete a garat méreteihez képest aranyaiban
véve nagyobb, mint felnéttekben, igy az adenoid kis mértékii megnagyobbodasa is a fiilkiirt
elzarodasahoz vezet (Shekelle és mtsai., 2002).

A betegség diagnozisanak felallitisa otoscopos vizsgalattal és tympanometria
elvégzésével lehetséges. Az otoscopos lelet altalaban olyan dobhartyat mutat, ahol a megtartott
transzparencidju dobhartya mogott szalmasarga szinli folyadékgyiilem lathato, esetenként még
1égbuborékok is megfigyelhetéek benne. Pneumatikus otoscoppal a dobhartya mobilitasanak
csokkenése is megfigyelhetd. A kozépfiili folyadékgyiilemet tympanometria esetében a B-
tipusu ,,lapos” gorbe jelzi.

A betegség diagnézisanak felallitasa egy 6 honapos megfigyeléssel kezdddik, ez id6
alatt a betegek 50-60%-a spontan gyogyul (Stool és mtsai., 1994). Amennyiben a spontan
gyogyulas nem kovetkezik be, a megfeleld kezelés felallitasahoz figyelembe kell venni: a beteg
korat, a tarsbetegségeket, a hallaskarosodas mértékét, a korallapot fennallasanak idejét és
dokumentalni kell a korkép oldalisagat. Magyarorszagon amennyiben nincs spontan gyogyulas,
adenotomiat végziink, ezt kdvetéen 6 héttel kontroll hallasvizsgélat soran mérhetjiik fel a
dobiireg allapotat. Ha a dobiireg allapota tovabbra sem megfeleld, ventillacios tubus betiltetése
javasolt. Az adenotomia abban az esetben sziikséges, ha a folyadékgyiilemet a
megnagyobbodott adenoid okozza az Eustach kiirt nyilasanak elzarasaval. A ventillacios tubus
abban az esetben sziikséges, ha a dobiireg szell6zését az adenoid eltavolitasa nem oldja meg.
Egy metaanalizis szerint az adenotomia hatdsosabb, mint a ventillacidés tubus beiiltetés

(Teschner, 1996).

2.3. AMALDI-TOF

A MALDI-TOF MS eljarés {6 profilja a baktériumok és gombak gyors identifikalasa.
Ez egy olyan modszer, melyben a mintaban 1évé molekulak szétvalogatasa és tomegiik szerinti
azonositdsa a cél. A kezdeti 1épés a molekuldk ionizacidja, majd tomegspektometrias
modszerrel térténd szeparacioja és azonositasa. Ez egy olyan kémiai analitikai modszer, ahol a
MALDI ionforrashoz TOF (time of flight) detektor csatlakozik.
MALDI-TOF MS talan az egyike a hagyoményos proteomikai médszereknek, amelyet
nagy mennyiségli peptid-tomeg esetén alkalmazhatnak, ekkor ugyanis nagyobb az esély a
homoldg szekvencidk altal biztositott lefedések elérésére genetikai szempontbol.
A lagy ionizécios technika, a matrix-asszisztalt 1ézeres deszorpcids ionizacid6 (MALDI)
kifejlesztése lehetové tette nagy biomolekulak, példaul ép fehérjék elemzését (Teschner, 1996).

Tomegspektometrias (MS) analizissel teljes baktériumsejtekbdl ,,ujjlenyomatokat™ lehet venni
11



(Teschner, 1996). Igy a MALDI-TOF MS eljaras gyors, pontos és érzékeny eszkozzé valt a
baktériumok, gombdk ¢és virusok mikrobidlis jellemzésére és azonositasara.

A MALDI-TOF MS moédszer elonyei kozé tartozik a lagy ionizacios technika, amely
lehetévé teszi nagy, nem illékony biomolekulak, példaul ép fehérjék ionizalasat és
elparologtatasat (Ryzhov és Fenselau, 2001). Minden MALDI-TOF MS rendszer 3 f6
egységbodl all. Az els6 a LASER ionizald forras, mely lehet6vé teszi az ionizacidt, és a
mintamolekula ionjait gazfazisba viszi at. A masodik a tomeganalizator lehetdvé teszi az ionok
szétvalasztasat a tomeg/toltés ardny szerint, az utolsd egység pedig a levalasztott ionok

megfigyelésére szolgalo detektor.

2.3.1. A MALDI-TOF és a mikrobak

A hagyomanyos mikrobioldgiai médszerekkel a kozépfiili valadék (MEE) jelent6s része
sterilnek bizonyult korabbi kutatasok soran. A MALDI-TOF MS megfelelé eszkoz a
baktériumfajok széles korének preciz és egyidejli azonositasara, kis mennyiségii minta esetén
iS. A tanulmanyunk célja az volt, hogy feltarja a MALDI-TOF MS alkalmazhatosagat a MEE
bakterialis flora dsszetételének vizsgalataban.

Mivel ez a technika képes nem csak a kis molekulak, hanem nagymolekulaja fehérjék
kimutatasara is igy konnyedén kiilonbséget tudunk tenni rokon fajok k6zott is. Az 1990-es évek
végén a modszer teljes baktériumsejtekre torténd alkalmazasardl azt gondoltak, hogy
jellegzetes és reprodukalhatd spektrumok keletkeznek, amelyek segitségével a baktériumok
nemzetség €s faj szintjéig azonosithatok (Borman és mtsai., 2016).

A MALDI-TOF MS alapelve az, hogy a céllemezre lerakott mikrobialis mintakat
matrixoldattal vonjak be, amely a mintaval kikristalyosodik, és lizdlja a vegetativ szervezeteket.
A nehezen lizalhat6 mikrobak, példaul bizonyos Gram-pozitiv baktériumok, mikobaktériumok,
¢lesztogombak €s penészgombak gyakran tovabbi erds szerves savval torténd elokezelést vagy
mechanikai lizist igényelnek. A miiszerbe helyezve, a mintdkat rovid lézerimpulzusokkal
ionizaljak, minimalis fragmentacioval gazfazisu ionokat képezve (,,lagy ioniz4cio”), majd a
részecskéket vakuumban elektromos téren keresztiil gyorsitjdk. Az egyes részecskéknek a
detektorhoz vald eljutasahoz sziikséges id6 vagy az ugynevezett ,repiilési id6” a részecskék
tomegétdl és toltésétdl fiigg. Miutdn a tdmegspektrométer a mintdban minden eléforduld
fehérjét kimutatott, spektralis ujjlenyomat keletkezik, amely egyedi az analizalt szervezetre.
Tanulméanyok kimutattdk, hogy a MALDI-TOF MS altal kimutatott dominans fehérjék

riboszomalis fehérjék, bar mas nagy mennyiségben eléfordulo citoszol fehérjék is kimutathatok
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(pl. DNS-k6t6 fehérjék és hidegsokk-fehérjék) (Lockhart és mtsai.,, 2017; Chow és mitsai.,
2019). A tesztelt értéket ezutan automatikusan meghatarozzak egy olyan szoftver segitségével,
amely 6sszehasonlitja az ismeretlen organizmus spektralis profiljat egy referenciaadatbazissal.
A kereskedelemben korabban két MALDI-TOF MS rendszer 1étezett a mikrobialis
azonositasra a Bruker MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Billerica, MA) és a bioMe rieux
VITEK MS (bioMerieux, Durham, NC). Mivel a MALDI-TOF MS altal kapott spektrumok
altalaban nem teljesen azonosak az adatbazisban mar szereplokkel, minden egyes egyezéshez
egy .,pontértéket” (Bruker) vagy ,.konfidenciaértéket” (bioMe rieux) rendelnek a vizsgalt
szervezet adatai alapjan. Mi a kisérleteink soran a Bruker MALDI Biotypert hasznaltuk.

13



3. Célkitlizés

1. A krénikus savos kozépfiilgyulladasban szenvedd betegeknél a vizsgalat célja az volt,
hogy bizonyitsa a koncepciot miszerinta MALDI-TOF MS alkalmazhat6 az allandosult

kozépfiili folyadékgyiilem baktériumtartalmanak meghatarozasaban.

2. Tovabbi célunk volt, hogy az Gj technologia segitségével betekintést nyerjiink az OME-

ben szenvedd gyermekek kozépfiili valadékanak baktériumflora spektrumaba.

3. A Candia auris altal okozott hallojaratgyulladas esetében a koérokozo altal okozott
gyulladas kezelése jelenti az egyik nehezen lekiizdhet6 problémat. Ennek egyik oka,
hogy az alkalmazhat6 terapias készitmények tekintetében még nem alltak
rendelkezésiinkre adatok az in vitro 61ési aktivitasrol a kiilonboz6 C. auris kladok ellen.
Munkank soran ezért meghataroztuk az amphotericin B 06lési aktivitasat a négy

leggyakoribb kladba tartozo C. auris izolatumokkal szemben.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. OME vizsgalata
4.1.1. Betegcsoport

Prospektiv vizsgalatot végeztink a Debreceni Egyetem Fiil-orr-gégészeti és Fej-
nyaksebészeti Klinikajan kronikus OME miatt kizarolag adenotomian és paracentesisen vagy
ventillacios tubus behelyezésen atesett gyermekek kozépfiili valadék mintain. A kozépfiili
valadékmintakat 2014 juliusa és 2015 januarja kozott gytjtottiik. Osszesen 40 beteget (64
kozépfiilbdl vett mintat) vontunk be a vizsgalatba. A betegcsoport 21 férfibol és 19 nébdl allt.
A betegek atlagéletkora 4,5 év volt (2-13 év). A kronikus OME klinikai diagnézisat a betegek
anamnézise, valamint az otoscopos és tympanometrias leleteknek a miitét eldtti értékelése
igazolta. A vizsgalati kritériumokba valo felvétel feltétele az volt, hogy a miitétet megel6zo hat
honapon at, a hagyomanyos kezelés ellenére, egymast kdvetd B tipust tympanogrammal
kozépfiili folyadékgylilem meglétét lehetett igazolni. Kizarasra keriiltek azok a gyermekek,
akiknél korabban primer vagy szekunder immunhianyt, cisztas fibrozist, immotilis
csillészindromat, craniofacialis rendellenességet vagy genetikai szindromat diagnosztizaltak
vagy felmeriilt ezek gyantja. Kontrollként kozépfilmintat vettiink (fiziologias sooldatot
hasznalva higitasnak) két cochlearis implanticion atesett gyermek egyébként egészséges
kozeépfiilébol. Minden beteg beleegyezését adta a vizsgalatba vald belépés eldtt. A tanulmanyt
az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsdga hagyta jova (ETT
TUKEB 12440-1/2015/EKU), és a Helsinki Nyilatkozat szerint késziilt.

4.1.2. Mintagytjtés és elemzés

Minden sebészeti beavatkozast intratrachealis narkédzisban végeztiink. A kiilsé
hallojaratokat gondosan 70%-o0s etanollal fertdtlenitettiik, majd paracentézist végeztiink. A
kozépfiilbol a folyadékot egy steril fém szivocsovel (kiilsé atmérdje 0,8 mm) steril fecskenddbe
szivtuk ki. A szivocsovet Ovatosan kezeltiik, hogy tavol tartsuk a hallojarattol, elkeriilve ezzel
az esetleges kontaminacidt. A fecskenddbdl mintdkat vettlink, €s azonnal Stuart taptalajba
helyeztiik (Meus S.r.l. Via L. Vinci 24/b, Piove di Sacco, Olaszorszag). Az 6sszegytjtott
mintdkat egy oran beliil elkiildtiik az Orvosi Mikrobioldgiai Intézetbe. A mintdkat harom
kiilonboz6 taptalajon (véragar, csokoladé-agar és eozin-metilénkék agar) tenyésztettiik 48
oraig. Minden koloniat, még a legkisebbeket is faj szerint azonositottunk. Miutan minden

telephez matrixoldatot adtunk, a mintakat MALDI-TOF MS-sel (Microflex, BrukerDaltronics,
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Bremen, Németorszag) elemeztiik. Mivel mindegyik baktérium kiilon spektrumot ad, igy

pontosan azonosithatoak voltak a rendelkezésiinkre allo adatbazis alapjan.

4.1.3. MALDI-TOF MS modszer alkalmazasa

A véragaron 37 °C-on, 24-48 ora utan nétt baktérium tenyészetbdl egyedi telepeket
szedtiink fel, és kozvetleniil két példanyban vittiik fel a MALDI céllemezre, a targetre. Mivel a
Haemophilus influenzae csak csokoladé-agaron novekszik, ezért a csokoladé-agaron nott
baktériumokat is vizsgaltuk. Miutdn a lemezt szobahdmérsékleten levegdn széritottuk, 1 pl
matrixoldatot, azaz 10 mg/ml a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat (BrukerDaltonics, Bremen,
Németorszag) 50% (v/v) acetonitril/2,5% (v/v) trifluor-ecetsavat (Sigma-Aldrich) adtunk
minden egyes folthoz, és a lemezt ismét levegdn szobahdmérsékleten szaritottuk.

A tomegspektrumokat Microflex Biotyper-rel (Bruker Daltonics) hoztuk 1étre a gyartd
szabvanyos beallitdsaival. Minden mintanal ujjlenyomatokat vettiink a flexControl 3.0-S
verzioju szoftver (Brucker Daltonics) segitségével, amiket 2000 és 20 000 dalton kozotti
tomegtartomanyban elemeztiik, és dsszehasonlitottuk a Bruker Daltonics adatbazis legfrissebb
verzidjaval (2015. december). Az integralt szoftver egy eredménylistat generalt, amelyben a
leghasonlébb ujjlenyomattal rendelkez6 fajokat logaritmikus pontszamuk szerint rendezte. Az
1,7 alatti pontszamok megbizhatatlan azonositast jeleztek; 1,7 és 1,99 kozott valoszinl
nemzetségazonositas; és 2,0 vagy annal nagyobb, biztonsagos nemzetség azonositast és
valoészinll vagy nagy valosziniiséggel faj azonositést (2,0 és 2,29 kozott, illetve legalabb 2,3)

jeleztek.
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5. abra: MALDI-TOF MS sematikus abrazolasa. Két sziirke sav jelzi a detektort (detector) és a talcat
(plate). A pulzalo 1ézersugar (pulsating laser) megcélozza a makromolekulakat, melyek zdld, piros és kék szinnel

vannak jelolve. Forras: A szerzd sajat szerkesztése

4.2. C. auris vizsgalati anyagai és modszerei

4.2.1. lzolatumok

Ahogy a 3.1.5. résznél emlitettiik a C. auris kladok virulencidjukban kiilonboznek
egymastol: a négy legelterjedtebb klad izolatumait (dél-azsiai n=6, kelet-azsiai n=4, dél-afrikai
n=6 ¢és dél-amerikai n=6) az 3. tablazat sorolja fel. A tipustorzs az a torzs, amelyet Satoh és
munkatarsai (2018) el6szor izolaltak a 79 éves ndbeteg fiilébol, a kelet-azsiai kladba tartozik.
Az egyes C. auris izolatumok kladszintii besorolasahoz 28S rRNS és/vagy ITS1 régiokra
iranyuld szekvenalas tortént (Borman és mtsai., 2016; Szekely és mtsai., 2019; Forgacs és
mtsai., 2020; Kovacs és mtsai., 2021). Két nappal a kisérletek el6tt az izolatumokat Sabouraud
agar taptalajon frissitettiik fel, illetve CHROMagarTM Candida (Becton Dickinson) taptalaj

segitségével ellendriztiik az izolatumok tisztasagat.

17



4.2.2. Minimalis gétlo koncentracio

Az AMB MIC érték meghatarozasa a standard mikro leves-higitasos modszer (BMD)
alapjan tortént, a CLSI M27-Ed4 dokumentum szerint RPMI-1640-ben tesztk6zegben (Sigma,
Budapest, Magyarorszag), ~10> CFU/mL kiindulasi csiraszammal (CLSI, 2017). Az AMB-t
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) 100%-0s dimetil-szulfoxidban oldottuk fel és a tovabbi
higitdsokat RPMI-1640-ben végeztiik. Definicio szerint a MIC a gyogyszer azon legkisebb
koncentracidja, amely a korokozé szaporodésat mar gatolja a kontrollhoz képest. A MIC
értékeket 24 oras, 35 °C-on torténd inkubacié utan, vizualisan hataroztuk meg a teljes gatlasi
kritérium alkalmazasaval (CLSI, 2017).

A MIC ¢értékeket egy alternativ vizsgalati moddszer, az E-teszt modszerrel is
meghataroztuk (AB BIODISK, Solna, Sweden) a gyart6 utasitasai szerint, €¢s az eredményeket
24 ¢és 48 ora mulva is leolvastuk. Az E-teszt csikok egy preformalt koncentracio gradiens
form4jaban tartalmazzak a kérdéses antibakteridlis vagy antifungalis szereket. Ha a korokozo
érzékeny az adott antibakteridlis vagy antifungélis szerre, akkor a csik koriil egy ellipszis alaka
(ezért E-teszt) gatlasi zona alakul ki. Ahol az ellipszis metszi a csikot ott lesz a MIC érték. Ha
a MIC-értekek a BMD-ben hasznalt kétszeres higitasok kozé estek, az értéket az
Osszehasonlitas céljabol a BMD fels6é hatarahoz kerekitettiik (Doman és mtsai., 2016). Mivel
jelenleg nem allapitottak meg C. auris-specifikus érzékenységi hatarértéket AMB-re, a CDC
altal javasolt MIC hatarértéket alkalmaztuk (a >2 mg/L MIC-el rendelkez6 izolatumokat
rezisztensnek tekintettiik) (CDC, 2023).

4.2.3. Minimalis fungicid koncentracid

A minimalis fungicid koncentracio (MFC) a gyogyszer azon legkisebb koncentracioja,
amely a korokozok legalabb 99,9%-kat elpusztitja. A standard mikrodilticiés mddszer esetén a
kezddé csiraszam ~10° CFU/mL, ezért matematikailag lehetetlen lenne a standard MIC
meghatarozasnal hasznalt csiraszdmbol a pontos MFC értékeket meghatarozni. Ezért az MFC
vizsgalatokban a kiindulasi csiraszam magasabb volt (~10* CFU/mI), amib&l mar ki lehet
szamitani az MFC értéket. A MIC értékeket 24 6ra mulva olvastuk le; majd a MIC érték feletti
Osszes lireg teljes tartalmat Sabouraud dextrdz agarra szélesztettiik (Sorzo és mtsai., 2007). Az
AMB hatésat fungicidnek tekintettiik, ha kevesebb mint 5 telep ndtt ki 48 oras inkubélas utan

a taptalajon (>99,9%-o0s 61¢s). Ha 5 vagy tobb telep nétt ki, a hatas fungisztatikus volt.
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4.2.4. 1d6-061és gorbék

Az antibakterialis és antifungalis szerek in vitro 616 aktivitasanak a meghatarozasara
szolgaldé modszer az 1d6-6lés gorbék felvétele (time-kill method), amely kiilonb6z6
idépontokban hatdrozza meg a kiilonb6z6 antibakteridlis vagy antifungalis szerek kiillonb6zo
koncentracioinak az 616 aktivitasat. Az AMB 0616 aktivitasat RPMI-1640-ben hataroztuk meg
0,25, 0,5, 1 és 2 mg/L koncentraciokban, 10 ml végsé térfogatban. A kiindulasi csiraszam 3-8
x 10° CFU/ml voltak és 0, 2, 4, 6, 8, 12 és 24 6ras inkubalasi idok utan 100 pl-t eltavolitottunk
a csovekbdl. Ezutan tizszeres sorozathigitasokat készitettiink, és a higitasokbol 4 x 30 pnl
szuszpenziot egyetlen Sabouraud dextroz agarra szélesztettiink és 35 °C-on 48 oran at
inkubaltuk. Minden kisérletet kétszer végeztiink (Kovacs és mtsai., 2021). Az id6-61és gorbék
készitésénél a computer curve-fitting software programot hasznaltuk (GraphPad Prism 4.03
Windows verzid).

Az 1d6-01és gorbe vizsgalatokban az AMB fungicid hatasu volt, ha gombaknak legalabb
99,9 %-ka elpusztult a kiindulasi inokulumhoz képest (Kovacs és mtsai., 2021, Hager és mtsai.,

2018).

Az 6lési kinetikat az Ni=Ng x e

, Osszefiiggés alapjan szamoltuk ki, ahol a Nt az €16
sejtek szama adott idépontban, az No a kisérlet kezdetén mért €16 sejtszam, a k az 61ési rata, a t
pedig az inkubacios id6. Pozitiv k érték a gombasejtek 6lését, mig a negativ k érték a
gombasejtek ndvekedését jelenti. Az illesztés josaganak vizsgilatat, az r’> hasznalatival
ellendriztik (>0,8) A 99,9%-0s sejtszamcsokkenéshez sziikséges 1d6t (h) az egyes AMB

koncentraciok esetén, a T99,9=3/k osszefiiggés alapjan szamoltuk ki (Kovacs és mtsai., 2021).

4.2.5. Sz¢€les latdszogh fluoreszcens mikroszkopia

Az AMB Aaltal kivaltott morfoldgiai és életképességi valtozadsokat minden kladbol (196,
15,228 és I-156. izolatum) egy-egy izolatum felhasznalasaval vizsgaltuk. Az élesztoket 37 °C-
on kiilonb6z6 AMB-koncentraciokkal (0, 0,25, 0,5 és 1 mg/L) 24 o6ran at inkubaltuk; majd a
tenyészet 979 pl-ét 1 ul 20 mM Propidium-jodiddal (PI) (ThermoFisher, Waltham, MA, USA)
és 20 pl 3 mg/mL Calcoflour-white-tal (CFW) festettiik. A fluoreszcensen festett sejteket
tovabb inkubaltuk 37 °C-on 30 percig; majd 10 pl sejtszuszpenziot helyeztiink egy
targylemezre, és Zeiss Axioskop 2 mot mikroszkoppal, Zeiss Axiocam HRc kameraval
Osszekapcsolva megvizsgaltuk a sejtmorfologiat és életképességet. A képfelvétel a Zeiss

Axiovision 4.8.2 szoftverrel tortént. A CFW valogatas nélkil kotddik a gomba sejtfal

19



kitintartalmahoz, mig a PI csak az életképtelen sejtekbe hatol be; ezért ez a kettds festési

technika alkalmas az életképes és az elhalt gombasejtek megkiilonbdztetésére.
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5. Eredmények

5.1. Kozépfiili valadékmintak analizise

Negyven betegtél 6sszesen 64 kozépfiilmintat elemeztiink. Negyven beteg koziil 24-nek
(60%) volt kétoldali OME. Otvenkilenc minta (92%) volt legalabb egy baktériumra pozitiv.
Osszesen 39 baktériumfajt azonositottunk (1. tablazat), és 23 beteg (57%) 29 mintajaban (49%)
talaltunk tobb baktériumot. Ezek koziil csak harom faj a Moraxella catarrhalis, a H. influenzae
és a Streptococcus pneumoniae szamit obligat patogénnek az OME-ban (Lundgren és
Rundcrantz, 1976; Holder és mtsai., 2015; Liu, 2011). Ez a harom koérokozo, 11 beteg 12
mintajaban fordult eld, és gyakran kisérték mas baktériumfajtak is (2. tdblazat).
Az M. catarrhalis csak polibakterialis eredetii fertézésekben volt megtalalhat6. A hatbol ot
betegnél a H. influenzae is mas korokozokkal egyiitt fordult el6. A H. influenzae egy—egy
esetben S. pneumoniae-val és S. pyogenes-szel fordult el6. A S. peumoniae esetén kiemelendé
a nagyfoku tarsulas a Haemophilus fajokkal, de az obligat anaerob Prevotella nigrescens is
fontosnak tlinik.
A MALDI-TOF-al csak alfa-hemolizald szinten azonositott eseteknél 9 monomikrobas volt,
azaz ezekben az esetekben a koroki szerep valoszinlisithetd. Ugyancsak érdekesek a
polimikrobas esetek is, hiszen S. anginosus, S. parasanguis és S. salivarius, H. parainfluenzae
és H. infuenzae, de még Neisseria meningitidis is izolalhatok voltak. Ez utdbbi szerepe
kiilondsen érdekes.
Nem talaltunk baktériumot két egészséges kozépfiilmintaban, amelyek cochlearis implantacion

atesett gyermekektdl szarmaztak.
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1. tablazat: Az azonositott baktériumok listaja. Els6 oszlopban a baktérium nevek, masodikban mintak szama,
valamint a harmadikban a pozitiv betegek szama. (az OME-ben kordbban azonositott kdrokozd baktériumok

félkovér szedéssel).

. Pozitiv mintak pozitiv mintakkal rendelkezd
Faj , ,
szdma betegek szama
Acinetobacter junii 1 1
Acinetobakter Iwoffii 2 1
Clostridium butyricum 1 1
Corynebacterium spp. 1 1
Enterobacter cloacae 1 1
Granulicatella adiacens 1 1
Haemophilus influenzae 6 6
Haemophilus parahaemolyticus 1 1
Haemophilus parainfluenzae 3 2
Moraxella catarrhalis 2 2
Neisseria meningitidis 1 1
Neisseria flavescens 2 2
Neisseria lactamica 1 1
Neisseria perflava 1 1
Neisseria sp. 1 1
Peptostreptococcus spp. 1 1
Prevotella denticola 1 1
Prevotella nigrescens 2 2
Pseudomonas aeruginosa 6 4
Staphylococcus aureus 4 3
Staphylococcus auricularis 1 1
Staphylococcus capitis 2 2
Staphylococcus coag.neg 2 2
Staphylococcus condimenti 1 1
Staphylococcus epidermidis 6 6
Staphylococcus hominis 1 1
Staphylococcus simulans 1 1
Stenotrophomonas maltofilia 3 3
Streptococcus alfa hemolitikus 27 19
Streptococcus anginosus 1 1
Streptococcus oralis 1 1
Streptococcus parasanguinis 3 3
Streptococcus peroris 2 2
Streptococcus pneumoniae 4 3
Streptococcus pyogenes 2 2
Streptococcus salivarius 5 5
Streptococcus simulans 1 1
Veillonella parvula 1 1
Veillonella atypica 1 1

22



2. tablazat: A korabbi vizsgélatok soran az OME-ban azonositott kérokozok tablazata és azok aranya. Els6
oszlopban az ezekkel a korokozokkal rendelkez6é mintak és a masodikban a hozzatartozo6 betegek szdma, valamint
az ezekben a mintdkban egy és tobb baktérium jelenlétét mutatd esetek szama (harmadik és negyedik oszlop) €s a

kisérd baktériumok megnevezése (4. oszlop).

Otopatogén mintak betegek monobakterialis polibakterialis fert6zések szaima
szama szama fertdzés szama
M. catarrhalis 2 2 0 * a-hemolizal6 Streptococcus

¢ Neisseria flavescens

H. influenzae 6 6 1 * a-hemolizalé Streptococcus
(2 beteg)
e S. pneumoniae
* S.pyogenes és S. salivarius
* S.epidermidis

S. pneumoniae 4 3 1 * H.influenzae
* H. parainfluenzae, H.
parahaemolyticus és
Prevotella nigrescens
*  Acinetobacter Iwoffii

5.2. Candida auris-szal végzett vizsgalatok eredményei

5.2.1. MIC meghatarozasa mikro-leveshigitassal és E-teszt modszerekkel

Modszerektdl és kladoktol fiiggetleniil a MIC értékek soha nem voltak magasabbak,
mint a CDC altal javasolt érzékenységi hatarérték (1 mg/L) (3. tablazat) (CDC, n.d.). A BMD
alkalmazasaval (CDC, n.d.) a legalacsonyabb (0,12-0,25 mg/L) és a legmagasabb (0,5-1 mg/L)
MIC-érték tartomanyokat a kelet-azsiai illetve a dél-azsiai kladoknal talaltuk. E-teszt esetén a
22 izolatum MIC-értékei 24 és 48 ora elteltével 77%-0s (17/22) illetve 91%-0s (20/22) egyezést

mutattak +egy higitason beliil, 6sszehasonlitva a BMD MIC 24 ora elteltével mért értékeivel.
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3. tablazat: A kisérletben hasznalt Candida auris izolatumok. Az amphotericin B MIC-értékeket a standard
mikro leves-higitasos médszer (BMD) és E-teszt modszerekkel hataroztuk meg. Az E-teszt modszer esetén a

MIC értékeket 24 és 48 dra utan is leolvastuk.

MIC (mg/L)
Klad Izolatum szama Testtajék B';_AOE (CFU/TOIZ >ah E_tesigéra
10 Sebvaladék 0.5 2 0.5 0.5
| 12 Ismeretlen 0.5 1 0.12 0.25
8 20 (NCPF 8985) Seb 0.5 1 0.25 0.5
hy 27 (NCPF 89891) Pleuralis folyadék 0.5 1 0.25 0.5
a 174 Orrvéladék 1 2 0.25 1
196 Vér 1 2 0.5 1
= 15 (NCPF 8984) Kiilsé fiil 0.25 1 0.25 0.5
2 12372 (CBS 12372) Vér 0.12 1 0.25 1
;}j 12373 (CBS 12373) Vér 0.25 1 0.25 1
& 123’2“;?0”85501\1(%12) Kiilsé fiil 0.25 1 | o012 | o025
2 (NCPF 8977) Liquor 0.5 1 0.25 0.5
3 182 Kopet 0.25 2 0.5 0.5
= 185 Vér 0.5 1 0.25 0.5
® 204 Tracheostoma 0.5 1 0.25 0.5
a 206 Vér 0.5 2 0.25 0.5
228 Sziir6 kenet 0.5 2 0.5 1
= 13108 (CDC B-13108) Korhézi kérnyezet 0.25 1 0.25 0.5
& 13112 (CDC B-13112) Korhézi kérnyezet 0.5 1 0.12 0.25
5 16565 (CDC B-16565) Korhézi kérnyezet 0.25 1 0.25 0.5
& 1-24 Veér 1 2 [ 025 1
2 1-156 Vér 1 1 0.25 1
1-172 Vér 0.5 2 0.25 0.5

5.2.2. Minimalis fungicid koncentraciok

A magasabb kiindul4si inokulummal (~10* CFU/ml) kapott MIC értékek 2-8-szorosara
néttek a standard BMD-vel kapott MIC értékekhez képest (~10° CFU/ml), kivéve az 1-156
izolatumot (dél-amerikai klad) (3. tablazat). Az MFC érték egységesen 2 mg/L volt a dél-afrikali
klad mind a hat izolatuma esetében. Az MFC tartomanyok 1-4 mg/L, 2-4 mg/L és 2-8 mg/L
kozott voltak a dél-azsiai, a kelet-azsiai és a dél-amerikai kladok esetében (4. tablazat). Az
MFC/MIC arany 2-4, 8-32, 4-8 és 4-16 volt a dél-azsiai, kelet-dzsiai, dél-afrikai és dél-

amerikai kladoknal.
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4. tablazat: Amphotericin B (AMB) minimalis fungicid koncentracidi (MFC) és az amphotericin B altal kivaltott
maximalis csiraszam csokkenés a kezdd csiraszamhoz képest (log CFU/mL) az id6-61és kisérletekben a C. auris
négy kladjaba tartozoé izolatumok ellen. A félkdvér szamok fungicid hatast jeleznek (legalabb 3 log csdkkenés a

CFU-ban). NK: nincs 61és.

Az id6-01és vizsgalatokban tapasztalhaté maximalis
Izolatum MFC csiraszam csokkenés (log) a jelzett AMB koncentraciékon
Klad szama (mg/L) (mg/L)
0.25 0.5 1 2

10 2 -0,43 -1,04 -1,9 -3,9

= 12 2 -2,08 -2,3 -3,78 -3,78
\E 20 1 -0,74 -2,86 -3,78 -3,78

= 27 2 -0,32* -1,0 -1,6 -3,6
(= 174 2 NK -0,30* -1,20%* -3,30
196 4 NK -0,18* -0,32* -1,22

. 15 2 -0,46* -0,79 -1,47 -3,90
55| 12372 4 -3,26 -3,26 -3,78 -3,78
g 3 12373 2 -0,38* -1,22 -1,88 -3,78
Tipustorzs 2 -0,74* -1,60 -3,78 -3,78

2 2 -0,40* -1,62 -3,78 -3,78

B 182 2 -0,38* -1,39% -4,20 -4,20
E 185 2 -0,32* -0,90 -2,23 -3,90
E 204 2 -1,09 -2,38 -3,78 -3,78
3 206 2 -0,30* -1,03 -2,41 -4,15
228 2 NK -0,46* -1,48 -2,50

= 13108 2 -0,48* -1,78* -3,78 -3,78
= 13112 2 -0,32* -0,96* -1,78 -3,60
g 16565 2 -0,88* -1,18* -1,82 -3,08
§ 1-24 8 NK -0,79* -1,05* -1,85
g 1-156 4 NK -0,25%* -0,63* -1,40*
1-172 8 -0,30* -1,00* -1,70* -3,00

* wjrandvekedés

5.2.3. 1d6-61és kisérletek eredményei

Az AMB >0,5xMIC értékeken koncentracio-fliiggd 616 aktivitast mutatott a C. auris
izolatumokkal szemben. A CFU-csokkenés azonban gyakran dtmeneti volt, €s 12 ora elteltével
még kétszeres MIC értéknél is jrandvekedés volt megfigyelhetd. A 6. abran az egyes kladok

reprezentativ id6-0lési gorbéi lathatok.
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6. abra: Amphotericin B id6-61és gorbéi a Candida auris 174-es szamu dél-azsiai (A), a kelet-azsiai tipustorzs
(NCP13029 = CBS 10913) (B), a dél-afrikai 182-es (C) és a dél-amerikai 1-172-es (D) kladokhoz tartozo

izolatumai ellen.

5.2.3.1. Dél-azsiai klad

A hat klinikai izolatum ellen 1 mg/L AMB két, mig a 2 mg/L AMB 6t klinikai izolatum

ellen fungicid hatastinak bizonyult. A 174-es és 196-0s izolatumok esetében a MIC értéknél (1

mg/L) csak az els6 8-12 oraban volt kimutathatd CFU csokkenés (4. tablazat), ezt kovetden

mindkét izolatumnal ujrandvekedés volt megfigyelhetd és a k értékek negativak voltak (4.

tablazat). Bar a 174-es izolatum esetében az AMB 2 mg/L-nél (T99,9 = 1,96 o6ra) fungicid

hatasu volt (5. tablazat), a 196-o0s izolatum (MFC=4 mg/L) esetében csak gyenge fungisztatikus
hatést (-1,22-log CFU/mL csokkenés) talaltunk.
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5.2.3.2. Kelet-dzsiai klad

Az AMB >0,5 mg/L-nél Gjrandvekedés nélkiil csiraszamcsokkenést eredményezett az
Osszes izolatum esetén. A tipustorzs ellen az 1 mg/L AMB (4 x MIC) 1,77 éra utan fungicid
hatasu volt. Annak ellenére, hogy az 12372-¢s izolatum esetén az MFC érték 4 mg/L volt, >0,25
mg/L az AMB (>2 x MIC) fungicid hatast fejtett ki (a T99,9 tartomanyok 1,21-4,24 6ra, 5.
tablazat). Az AMB a 15-6s és 12373-as izolatumok ellen, az MFC értékiiknél (2 mg/L) 0,79,

illetve 3,05 6ra alatt >99,9%-o0s csiraszam csokkenést eredményezett (5. tablazat).

5.2.3.3. Dél-afrikai klad

Egy mg/L AMB a 6 klinikai izolatum koziil csak 3 esetben, mig 2 mg/L 5 klinikali
izolatum ellen mutatott fungicid hatast. A 182-es izolatum 0.5 mg/L AMB esetén (2xMIC)
ujrandvekedést mutatott, de >1 mg/L AMB (>4xMIC) 1,32-2,22 6ra elteltével fungicid hatast
eredményezett (5. tdblazat). A 185, a 206 és a 228 izolatumok esetében maximalis CFU-
csokkenés 1 mg/L-nél nem haladta meg a 2,41 log értéket a (5. tablazat). Bar a 228-as izolatum
MEFC értéke 2 mg/L volt, 2 mg/L AMB (4xMIC) mellett a CFU értékek csak 2,50-loggal
csokkentek.

5.2.3.4. Dél-amerikai klad

Minden izolatum az egyszeres MIC értéknél és gyakran a kétszeres MIC értéknél 24 ora
elteltével ujboli novekedést mutatott. EQy mg/L-nél csak az 13108-as izolatum esetén volt
fungicid hatas (a T99.9, 3,35 ora volt), és a hat izolatum koziil 6t nem érte el még a 99%-0s
csiraszdm csokkenést (fungisztatikus hatas) sem a kiindulési inokulumhoz képest (5. tablazat).
Bar a harom kornyezeti izolatum az MFC értékiiknél (2 mg/L) elpusztult (a T99,9 értékek 1,91-
2,58 ora voltak), két véraram-izolatum (I-24 ¢és 1-156) nem ¢érte el a 99%-0s
novekedéscsokkenést. Az 1-156 izolatum esetében a k érték csak 2 mg/L-nél volt pozitiv

(k=0,859 1/h); 12 ora elteltével azonban Gjrandvekedés volt megfigyelhetd (7. abra).
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5. tablazat: A 99%-os (T99) és 99,9%-os (T99,9) novekedéscsokkenés eléréséhez sziikséges id6 (h) kiilonb6zo

amphotericin B koncentraciok (mg/L) esetén.

1d6 (6ra)
T99 T99.9
Klad  |Izoldtum szdma| 025mg/L | 05mg/L | I1mg/L | 2mg/L | 0,25mg/L | 05mg/L | 1 mg/L | 2mg/L

10 *NA NA 1.79 1.12 NA NA NA 1.69

= 12 3.36 1.53 0.78 0.53 NA NA 1.16 0.79
E 20 NA 2.79 0.82 0.56 NA NA 1.22 0.84
= 27 NA NA NA 1.04 NA NA NA 1.56
~ 174 **NK NK NK 1.30 NK NK NK 1.96
196 NK NK NK NA NK NK NK NA

:g 15 NA NA NA 0.53 NA NA NA 0.79
~|§ 12372 2.82 2.05 151 0.81 4.24 3.08 2.27 1.21
3 12373 NK NA NA 2.03 NK NA NA 3.05
§ Tipustorzs NA NA 1.18 0.53 NA NA 1.77 0.79
2 NA NA 1.73 0.89 NA NA 2.59 1.34

E 182 NK 6.05 1.48 0.88 NK NA 2.22 1.32
= 185 NK NA 2.93 1.33 NK NA NA 1.99
g 204 NA 5.85 2.86 1.38 NA NA 4.29 2.07
a 206 NK NA 6.00 3.08 NK NA NA 4,62
228 NK NK NA 1.59 NK NK NA NA

‘s 13108 NK NA 2.23 1.39 NK NA 3.35 2.10
.—:_f 13112 NK NK NA 1.72 NK NK NA 2.58
g 16565 NK NA NA 1.28 NK NA NA 1.91
< 1-24 NK NK NA NA NK NK NA NA
‘g 1-156 NK NK NK NA NK NK NK NA
1-172 NK NK NA 1.62 NK NK NA 2.42

*NA: nincs adat. NK: nincs 61és
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7. abra: Az amphotericin B 6lési rata értékei a dél-azsiai (A), a kelet-azsiai (B), a dél-afrikai (C) és a dél-amerikai
(D) kladokhoz tartoz6 22 Candida auris izolatummal szemben. A pozitiv és negativ k értékek az életképes sejtek
szamanak csokkenését, illetve novekedését jelzik. A regresszios egyeneseket a jobb lathatosag érdekében nem

tintettiik fel.

5.2.4. Sz¢€les 1atdszogl fluoreszcens mikroszkopia

A 196-0s, 15-6s és 228-as kontroll izolatumoknal blasztokonidiumokat (gombasejtek
egyesével), bimbozo sejteket vagy rovid lancokat figyeltiink meg. Az 1-156 izolatumnal a
kontroll megjelenése hasonld volt, de gyakran kis aggregatumok voltak megfigyelhet6k
(legfeljebb 10-15 sejt). A 196-0s, a 15-0s és a 228-as izolatumoknal 0,25-1 mg/L AMB esetén

hasonlé morfologiat és sejtszam csokkenést tapasztaltunk, de az 1-156 izolatum esetében 1
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mg/L-nél nagy, legfeljebb 50 sejtbdl allo aggregatumokat figyeltiink meg (8. abra). A PI

felvételét, amely elpusztult sejtek jelenlétét jelzi, soha nem észleltiik.

196 I-156

=0 | 0

8. abra: Candida auris sejteket (196-os izolatumok, dél-azsiai klad és 1-156, dél-amerikai klad) 0,5 és 1 mg/L
amphotericin  B-vel kezeltik, és széleslatoterli fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Gyogyszermentes
kontrollokat is vizsgaltunk. 24 o6ra elteltével mikrofelvételeket készitettiink. A kék sejtek életképes sejteket
jeleznek. A 196-o0s izolatum (balra) esetében a sejtszam csokkenését észleltiik 1 mg/L amphotericin B
koncentracional. Az 1-156 izolatumnal (jobbra) 1 mg/L amphotericin B koncentracional nagy aggregatumok

lathatok, legfeljebb 50 sejttel. Az elhalt sejteket soha nem észleltiik. Méret: 10 um.
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6. Megbesz¢lés

6.1. Betegcsoport analizis megbeszélése

Az OME-t t6bb évtizede széles korben vizsgaljak. Az etioldgia alapelveit az 1960-as
években hataroztdk meg. Ugy itélték meg, hogy az Eustach-kiirt diszfunkcidjanak alapvet6
kivalto szerepet kell jatszania a betegség kialakulasaban (Blustone, 1996; Kirkup, 2013; Sade,
ki. Bakterialis (Tos és Bak-Pedersen, 1972) és virusos gyulladasos hatasok (Massa és mtsai.,
2009), romlott mucociliaris funkcié (Gurr és mtsai., 2009), IgE altal kozvetitett allergias reakcid
és atopia (Kreiner-Mopller és mtsai., 2012), laryngopharyngealis reflux (Luo és mtsai., 2014),
nem megfelel6 gazdavalasz a gyulladasos mediatorok és a receptor polimorfizmus miatt (Lee
¢és mtsai., 2013) és a kdzelmultban a bakterialis biofilm jelenléte (Daniel és mtsai., 2012) jelent
meg etiologiai tényezoként, bar ezek egy része még mindig vitatott. Jelenleg az OME
multifaktoridlis immunologiai betegségnek szamit. Mivel tanulmanyunk ramutat a tobbszords
baktérium jelenlétének fontossagara, érdekes és érdemes lesz feltarni, hogy ez a jelenlét miként
kapcsolodik ok-okozati dsszefiiggésbe a kdzépfiil kiillonbozd hidnyos immunfunkcioival és mas
biofizikai paramétereivel, mint példaul az Eustach-kiirt miatti elégtelen szellézés vagy 3D
morfoanatémia.

A betegek kivalasztasanal az anamnesztikus adatok voltak a legfontosabbak a felvétel
soran, mivel a betegséget varhatéan nem kisérik akut jelek és tlinetek. A legegyszeriibb és
legolcsobb elérhetd diagnosztikai eszkoz a kozépfiilben 1évé folyadék ellendrzésére a
pneumatikus otoscop. Ez rendelkezik a legjobb egyensullyal az érzékenység és a specifitas
kozott (Rosenfeld és mtsai., 2004). Magasabb pénziigyi és adminisztrativ terhei ellenére a
tympanometria a rutin klinikai gyakorlatban is megbizhatd diagnosztikai eszkdznek szamit
(Palmu és mtsai., 1999). Mivel a vizsgalathoz elengedhetetlen volt az objektiv dokumentalas,
ez utdbbi diagnosztikai médszert alkalmaztuk.

A legujabb iranyelvek szerint az OME csak akkor igényel terdpiat, ha a tiinetek tobb
mint 6 hoénapig fennéllnak, és nem mulnak spontdin mddon. A jelentds hallasvesztés, a
dobhartya, vagy a kozépfiil feltételezett szerkezeti rendellenességei szintén olyan allapotok,
amelyek sziikségessé teszik az OME kezelését (Gates és mtsai., 1987). Az elmult évtizedekben
szamos terapids stratégiat kiprobaltak, de ezek tobbsége hatistalannak bizonyult. A MEE
bdséges bakterialis floraja arra utal, hogy a bakteridlis interferencia szerepet jatszhat a betegség

hossza tava fennmaradasaban.
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A kozépfiili valadékot MALDI-TOF MS segitségével pontosan lehet vizsgalni. Ez a
modszer tobb mint kétezer baktériumfaj egyidejii vizsgélatat teszi lehetévé, igy kdnnyen
azonosithatd egy hatalmas, valtozatos ¢és bdséges baktériumflora. A kozépfili valadék
bakterialis mintdzata az akut otitis media (AOM) flérdjdhoz hasonlit, bar a jelenlegi
tanulmanyban tobb fajta patogént és mdas baktériumfajt azonositottunk, mint a korabbi
vizsgalatokban. Raadasul a mintdknak csak egy része volt pozitiv M. catarrhalis-ra, H.
influenzae-re és S. pneumoniae-re, azon korokozokra, amelyekrél korabban ugy gondoltak,
hogy hozzajarulnak az OME-hez (Holder és mtsai., 2015; Liu, 2011; Lundgren, 1976). A
mintdk tobbsége nem tartalmazta ezeket a baktériumokat, azonban mas baktériumokat
azonositottunk benniik. Ezek egy része nyilvanvald patogén szerepet jatszik mas tipusu

fertdzésekben, masok nem patogén vagy fakultativ korokozok.

6.2. Candida auris

A kladoktol és izolatumoktol fiiggetleniil a standard BMD és E-teszt (24 ¢és 48 ora
elteltével) modszerekkel végzett MIC értékek nem voltak magasabbak, mint a CDC altal a C.
aurisra javasolt érzékenységi hatarérték (1 mg/L) (CDC, n.d.). Az AMB az MFC-t
meghataroz6 vizsgalatokban 24 ora elteltével a 4 legelterjedtebb C. auris kladdal szemben
fungicidnek bizonyult 1-8 mg/L tartomanyban; az MFC értékek 2-32-szer magasabbak voltak,
mint a BMD mddszerrel kapott MIC értékek. Fontos, hogy a 20-as izolatum (dél-azsiai klad)
kivételével ezek az MFC értékek magasabbak voltak, mint a klinikailag elérhet6 AMB
koncentracio a szérumban (1 mg/L) (Lockhart és mtsai., 2017). 1d6-61és kisérleteinkben az
AMB koncentracio-, klad- és izolatumfiliggd 616 aktivitast mutatott a C. auris izolatumok ellen.
Az MFC-eredmények az 12372-es (kelet-azsiai klad), a 228-as (dél-afrikai klad) és az [-172-es
(dél-amerikai klad) izolatumok kivételével jo korrelaciot mutattak az 1d6-61ési eredményekkel
(4. tablazat)

Az AMB a klinikailag elérheté 1 mg/L-nél a dél-azsiai kladbol szarmazo hat izolatum
esetén kettdnél, a kelet-azsiai kladbol négybdl szintén kettdnél, a dél-afrikai klad esetén hatbol
harom, illetve a dél-amerikai kladnal a hatbol egy izolatum esetén bizonyult fungicidnek.
Ezenkiviil a dél-azsiai és dél-amerikai kladokbdl szarmazo 6-6 izolatumbol kettd, illetve harom
izolatum 1 mg/L mellett Gjranévekedést mutatott. Széles 1atdszogi fluoreszcens mikroszkoppal
a 196-0s, 15-0s és 228-as izolatumok sejtszamanak csokkenését mutattuk ki, mig az 1-156
izolatum esetében 1 mg/L-nél nagy aggregatumokat talaltunk (6. abra), de elhalt sejteket soha
nem mutattunk ki. Eredményeink alapjan a szérumban klinikailag elérhetd koncentraciokon (<1

mg/L) az AMB nem biztos, hogy fungicid hatasu egyik vizsgalt C. auris kladdal szemben sem.
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Az AMB C. auris elleni in vitro o6lési aktivitasardél kevés adat all rendelkezésre;
korabban kilenc kolumbiai véraram-izolatumot tanulméanyoztak (Dudiuk és mtsai., 2019).
Ebben a vizsgalatban az AMB az MFC tesztekben 2-4 mg/L-en (1-4xMIC) fungicid hatasa volt
és koncentraciofiiggd, de izolatum-fiiggetlen 61ési aktivitast mutatott >2 mg/L koncentracional
az 1d6-6lés vizsgalatokban. A T99,9 (az az id6tartam, amely alatt legalabb 99,9%-al csokken a
gombasejtek szdma a kiindulasihoz képest) értéktartomanyok szignifikansan hosszabbak voltak
(3,3 és 11,7 ora kozott, a megfeleld k értékek 0,256 és 0,913 1/6ra kdzott voltak), mint a sajat
vizsgalatainkban szerepl6 4 izolatumunk T99,9 értékei (2 mg/L esetén). Dudiuk és mtsai (2019)
azonban csak egy atlagolt k érték alapjan szamitottak a T99,9 értékeket, azaz egyetlen k érték
reprezentalta az egyes torzsek 0,12-8 mg/L tartomanyaban az 61ési kinetikat. Figyelemre mélto,
hogy a fennmarad6 két izolatumunk (I-24 és I-156) esetében fungicid hatast nem észleltiink 2
mg/L-nél (4. tablazat).

A dél-azsiai, kelet-azsiai és dél-afrikai kladokbol szarmazéd izolatumok elleni AMB
0lési aktivitasrol szold eldzetes tanulmanyok hianya miatt nem volt lehetdségiink fiiggetlen
eredményekkel valod dsszehasonlitast végezni.

Sajnos, a vizsgalt izolatumaink koziil csak két izolatum (a kelet-dzsiai kladbol)
szarmazott otitis externaban szenvedd betegtél. Vizsgalatainkban azonban nagyszamu (22
izolatum), a négy f6 kladhoz tartozé C. auris torzs ellen hataroztuk meg az AMB in vitro
aktivitasat, ami munkank f6 erdsségének szamit. Ezeket az eredményeket késobb in vivo
neutropénias egérmodellben megerdsitettiik (Forgacs és mtsai. 2022). Lepak és mtsai. (2017),
5 mg/kg AMB kezelés esetén a négy kladba tartozo kilenc C. auris izolatummal szemben foként
fungisztatikus hatast tapasztaltak (9 izolatumbol 8 esetében), illetve egy esetben az AMB
kezelés ellenére novekedett a vesékbdl kitenyészett gombasejtek szama. Erdekesség, hogy a 9
vizsgalt izolatumnal csak 3 esetben sikeriilt 1-log csokkenést elérni. Magas AMB MIC értékkel
(2-4 mg/L) rendelkez6 izolatumokkal fert6zott egerek veséibol kitenyészett gombasejtek szama
az AMB-kezelés ellenére nott (Hager és mtsai., 2018).

Eredményeink alapjan a klinikailag elérhetd koncentracion (<1 mg/L) az AMB fungicid
hatasu volt a négy foldrajzi kladbdl szarmazoé izolatumok 16,7-50%-4val szemben. Az AMB
gyenge Olési aktivitasanak hattere a nem AMB rezisztens izolatumaink ellen nem ismert. Az
ergoszterin bioszintézis génjeinek mutacidit mar korabban is jelentették ilyen izolatumokban,
de nem minden AMB rezisztens izolatum mutatott ilyen mutaciot. Egy masik vizsgalatban nem
talaltak mutaciot a kolumbiai AMB rezisztens C. auris izolatumok ergoszterin bioszintézis
génjeiben. Négy alternativ AMB rezisztencia mechanizmust irtak le, beleértve az élesztokben

a FLUS8-hoz hasonl6 transzkripcids faktort kodold gének mutécioit és egy feltételezett
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membrantranszportert (Escandon és mtsai., 2019). Egy masik lehetséges mechanizmus az, hogy
a sejtfal dsszetevdinek, kiilondsen a B-1,3-gliikannak vagy a kitinnek a megvaltozasa fizikailag
csokkentheti az AMB bejutasat a sejtekbe (Carolus és mtsai., 2020; Montoya és mtsai., 2019).
Az AMB C. auris sejtekbe valo behatolasanak csokkenését az 1-156 izolatumunk tamasztotta
ala, amely 1 mg/L AMB jelenlétében nagy aggregatumokat képzett (8. abra). Bar a klinikai
relevancia tovabbra sem ismert, figyelemre méltd, hogy az AMB-vel szemben ellenallobb két
klad (dél-azsiai és dél-amerikai) korabbi vizsgalatainkban neutropénias egérmodellben a
legvirulensebbnek bizonyult (Forgacs és mtsai., 2020).

Az MFC ¢és az id6-06lési eredményeink felhivjak a figyelmet az AMB gyenge 6lési
aktivitasara a C. auris izolatumokkal szemben, fiiggetlentiil a kladtol, még akkor is, ha a MIC
érték alacsony (<1 mg/L). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az AMB hatasossaga az invaziv
C. auris fertdzések, koztiik az agyhartyagyulladas, az endophthalmitis és a hugyuti fertézések
kezelésében a MIC eredmények alapjan nem josolhatdé meg megbizhatéan, ami
megmagyarazhatja az AMB kezelések soran tapasztalt magas mortalitast (Lockhart és mtsai.,
2017; Sekyere, 2018). Az echinocandinok és az AMB kombinacidja azonban javithatja a
tulélést (Chowdhary és mtsai., 2020).
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7. Osszefoglalas

A tanulmanyunk azt mutatja, hogy a MALDI-TOF MS alkalmas a kozépfili valadék
bakteridlis 0Osszetételének értékelésére kronikus szerdzus kozépfiilgyulladasban szenvedd
gyermekek esetében. Bar a jelenlegi megkozelitésben ez a technika csak a tenyészthetd
baktériumokat észleli, javitja azon képességiinket, hogy a hagyomanyos baktériumtenyésztési
megkdzelitéshez képest baktériumfajok bovebb spektrumat detektaljuk, és képes a fajok
azonositasara. A baktériumok jelenléte az OME-ban nyilvanvalo. Vizsgalatunk azt sugallja,
hogy az OME esetében a tobbfaju bakterialis flora kdzponti szerepet jatszhat a folyadék tartos
jelenlétében a kozépfiilben, vagy az OME természetes és obligat kisérd jelensége lehet. Ez a
korabban nem leirt bakterialis jelenlét hozzajarulhat az OME megfeleld megértéséhez és
kezeléséhez.

A C. aurisszal végzett kisérleteink egyértelmtien mutattak, hogy még alacsony MIC
(SImg/L) értékkel rendelkezd izolatumok esetén is, az AMB gyenge 616 aktivitassal
rendelkezik a C. auris izolatumokkal szemben. 1d6-61és kisérleteink a metodikabol kovetkezve
(dinamikus nyomon kovetése az AMB altal kifejtett 61ésnek) vildgosan mutattak, hogy az AMB
koncentracio-, klad- és izolatumfliggd 616 aktivitast mutatott a C. auris izolatumok ellen,
gyakori Ujrandvekedéssel. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy az AMB hatékonysaga az invaziv
C. auris fert6zések kezelésében, beleértve a meningitist, az endophthalmitist és a hugyuti
fertézéseket a MIC eredmények alapjan nem josolhaté6 meg, ami megmagyarazhatja az AMB
kezelés soran jelentkezd magas mortalitast. Bar az echinocandinok és az AMB kombinacigja
javithatja a talélést, a hagyomanyos vagy 0j célpontokkal rendelkez6 ij gombaellenes szerek
felfedezése elengedhetetlen a multirezisztens gombak, koztik a C. auris fertézések tulélési

aranyanak javitasahoz.
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8. Summary

Our study shows that MALDI-TOF MS is suitable for evaluating the bacterial
composition of middle ear secretions in children with chronic serous otitis media. Although in
the current approach this technique only detects bacteria that can be cultured, it improves our
ability to detect a wider spectrum of bacteria compared to traditional bacterial culture
approaches and is able to identify even species. The presence of bacteria in otitis media with
effusion (OME) is obvious. Our study suggests that for OME, multispecies bacterial flora may
play a central role in the persistent presence of fluid in the middle ear, or it may be a natural
and obligatory accompanying phenomenon of OME. This previously undescribed bacterial
presence may contribute to the proper understanding and treatment of OME.

Our experiments with C. auris clearly showed that even with isolates with a low MIC
(<Img/L), AMB has weak killing activity against C. auris isolates. Our time-kill experiments
based on the methodology (dynamic tracking of AMB Kkilling) clearly showed that AMB
exhibited concentration-, clade- and isolate-dependent Killing activity against C. auris isolates
with frequent regrowth. These data suggest that the efficacy of AMB in treating invasive C.
auris infections, including meningitis, endophthalmitis, and urinary tract infections, cannot be
predicted based on MIC results, which may explain the high mortality during AMB treatment.
Although the combination of echinocandins and AMB may improve survival, the discovery of
new antifungal agents with conventional or new targets is essential to improve survival rates

for multidrug-resistant fungi, including C. auris infections.
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9. Roviditések jegyzéke

AMB

BMD

CDC

cSOM
MALDI-TOF MS

MEE

OE

OME

™

Amphotericin B

broth microdilution method / mikro-leveshigitasos modszer
Center for Disease Control and Prevention

chronic serous otitis media / kronikus savos kozépfiilgyulladas
matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight
mass spectrometry

middle ear effusion / kdzépfiili valadékgyiilem

otitis externa / kiils6fiil gyulladas

otitis media with effusion / kozépfiilgyulladas
valadékgytilemmel

tympanic membrane / dobhartya
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